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DESCRIPCION 

Uso de un preparado de inmunoglobulina para 
la preparacion de un medicamento de uso oral 
para la prevencion del sindrome uremico he- 5 
molitico asi como un preparado para ello. 

La presente invencion se refiere, segiin la rei- 
vindicacion 1 , al uso de un preparado de inmuno- 
globulina con un alto contenido de anticuerpos 
frente a la hemolisina de EHEC para la prepa- 10 
racion de un medicamento de uso oral para la 
prevencion del sindrome uremico hemolitico tras 
infeccion por EHEC. Las reivindicacione subordi- 
nadas s se refieren a realizaciones preferidas del 
uso segiin la invencion, asi como a un preparado 15 
para el uso anteriormente citado. 

Las Escherichia coli enterohemorragicas 
(EHEC) estan cada vez mas reconocidas como 
importantes agentes patogenos en el tracto intes- 
tinal humano. Son conocidas desde 1982 como 20 
causa de diarrea con sangre en seres humanos. 
La E. coli 0157 es a este respecto el serotipo de 
EHEC que se presenta mas frecuentemente. 

La E. coli 0157 se ha encontrado hasta ahora 
en todo el mundo, especialmente en los paises 25 
nordicos, y allf especialmente en los meses mas 
calidos del ano. Las manifestaciones clinicas 
tipicas de esta gastroenteritis causada por EHEC 
son vomitos, convulsiones y diarreas con sangre. 
Las causas mas frecuentes para el inicio de la in- 30 
feccion son carne contaminada y leche cruda no 
pasteurizada. Cuantos mas casos de infecciones 
por EHEC se conocieron, se hizo mas claro que 
la E. coli 0157 y otros serotipos de EHEC son 
responsables como causas importantes de la apa- 35 
ricion del sindrome uremico hemolitico (SUH). 

El SUH es un sindrome que se caracteriza por 
los sintomas tipicos de una anemia hemolitica 
aguda, trombocitopenia y nefropatia. El SUH 
es la causa mas frecuente de insuficiencia renal 40 
en la ninez. Pero se diagnostica cada vez mas en 
adultos y personas mayores. Sin un adecuado tra- 
tamiento, la mortalidad es alta. Tipicamente, el 
SUH se manifiesta durante y despues de una gas- 
troenteritis o una colitis con sangre, reconocible 45 
por un repentino nuevo empeoramiento del estado 
general, a menudo despues de una mejora inter- 
media, con palidez y reduccion de la produccion 
de orina. Un grave efecto a largo plazo del SUH 
son las complicaciones renales, que pueden con- 50 
ducir a la perdida de la funcion renal. Aproxi- 
madamente un 10 % de los ninos con diarrea aso- 
ciada a EHEC desarrollan el sindrome uremico 
hemolitico. En aproximadamente un 30 % de los 
casos, el SUH conduce a insuficiencia renal grave, 55 
y aproximadamente un 10 % de los casos a la 
muerte, a pesar de los avances de la terapia de 
apoyo, como por ejemplo dialisis y recambio de 
plasma. Se cree actualmente que una mayoria de 
las insuficiencias renales posteriores, y por tanto 60 
de los transplantes renales resultantes de ellas, 
estan causados por un SUH no reconocido. 

La mayoria de los aislados de EHEC obtenidos 
de pacientes con SUH forman, al contrario que to- 
das las demas bacterias E. coli, grandes cantida- 65 
des de verotoxinas codificadas por bacteriofagos 
(toxina de tipo Shiga, SLT), por ejemplo veroto- 
xina 1 (SLT-1) y verotoxina 2 (SLT-H). La ac- 
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tividad de estas toxinas bacterianas no es com- 
parable con las enterotoxinas de E. coli clasicas 
termolabiles o termoestables o con las endotoxi- 
nas. Especialmente, la aparicion de la veroto- 
xina 2 esta frecuentemente asociada al sindrome 
uremico hemolitico. 

Normalmente, con agentes terapeuticos apli- 
cados a enteritis, como por ejemplo antibioticos, 
puede estimularse la produccion de toxinas y la li- 
beracion de verotoxinas de los aislados EHEC in 
vitro, y posiblemente tambien in vivo. Los anti- 
diarreicos inhibidores de la motilidad estan igual- 
mente contraindicados, puesto que potencian la 
resorcion de las toxinas en el intestino. Todo esto 
condice a un empeoramiento del pronostico de la 
enfermedad por EHEC, y a un riesgo aumentado 
de desarrollo del SUH. Por ello, se evitan las tera- 
pias aplicadas a enteritis, y el desarrollo del SUH 
no puede hasta ahora inhibirse mediante ninguna 
medida eficaz. 

Desde hace tiempo, se ha propuesto y ensa- 
yado tambien el uso de inmunoglobulinas para la 
profilaxis o la terapia del SUH. 

En la solicitud PCT WO 89/10139 se describe 
un preparado con actividad anticuerpo de calos- 
tro de mamiferos no inmunizados, que segiin el 
ejemplo 13 presenta tambien anticuerpos frente a 
la verotoxina 1 (toxina de tipo Shiga, SLT-I) de 
las bacterias EHEC. 

Si se administra por via oral un preparado de 
calostro con alta actividad de anticuerpo frente a 
SLT-I a ninos con una infeccion EHEC con iden- 
tificacion positiva de verotoxina, no se consigue 
una reduccion apreciable o ninguna erradicacion 
en absoluto in vivo de esta toxina en el intestino. 
Incluso despues de 21 dias desde el inicio de la 
terapia en un estudio controlado, se seguia iden- 
tificando SLT-I en las heces en 7 de cada 10 pa- 
cientes. 

Pirro, F. ( Veterinary Microbiology, 43, 131- 
141,1995) mostro que el calostro vacuno y el suero 
vacuno pueden neutralizar el efecto citotoxico de 
las verotoxinas in vitro. Aunque todas las mues- 
tras contenian anticuerpo frente a SLT-I, tenian 
solo 14,7% de anticuerpos neutralizantes frente a 
SLT-II. 

En ensayos en animales con liebres, la inmuno- 
globulina G humana no fue capaz de inhibir las 
enfermedades asociadas a SLT-II. La adminis- 
tracion subcutanea de IgG humana tenia resul- 
tado solo una hora despues de la infeccion en la in- 
hibicion de la diarrea causada por SLT-I. Despues 
de 6 6 24 horas, no podia comprobarse ya ningiin 
efecto (Havens, L., et al., Microbiol. Immunol., 
36, 1077-1085, 1992). 

Tambien en Finezzi, G. (American Journal of 
Hematology, 41, 165-169, 1992), se mostro en pa- 
cientes con sindrome uremico hemolitico que la 
administracion de preparados de IgG intravenosa 
no presentaba resultados terapeuticos. Como te- 
rapia de eleccion, se propuso un recambio com- 
pleto de plasma. 

Bitzan, M., et al. {Infection, 21, 140-145, 
1993) comprobaron en resumen que, en la ma- 
yoria de los pacientes con SUH, con la adminis- 
tracion de los preparados de IgG disponibles ac- 
tualmente no es de esperar un efecto terapeutico 
especifico de verotoxina. 
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En S. Ashenazi, et al. {Adv. Exp. Med. Biol., 
310, 173-177, 1991) se describio que la adhesion 
de E. coli a la pared intestinal se inhibe mediante 
leche o calostro humanos. La inhibicion se efec- 
tuaba mediante los oligosacaridos libres o restos 
de manosa de las glucoproteinas, pero no me- 
diante los anticuerpos de la fraccion de inmuno- 
globulina, puesto que la fraccion de inmunoglo- 
bulina de la leche humana contiene solo cantida- 
des muy bajas de actividad anticuerpo f rente a 
EHEC. Las inmunoglobulinas de leche humana 
o calostro no son adecuadas por tanto para la 
terapia de infecciones por EHEC y para la pre- 
vencion del SUH. Por otro lado, la fraccion de 
oligosacaridos o glicolipidos de leche o calostro 
humanos no pueden utilizarse en la practica para 
la profilaxis del SUH, puesto que la disponibili- 
dad para dicho uso es absolutamente insuficiente. 
Los resultados no pueden aplicarse ademas a la le- 
che o el calostro de otros mamiferos, puesto que la 
composicion de la fraccion de oligosacaridos y gli- 
coproteinas de la leche humana es muy diferente 
de la de la leche de otras especies. 

En Beutin, L. {Bundesgesundheitblatt, 10/94, 
54) se caracterizaron detalladamente aislamien- 
tos de EHEC de muestras de heces. Un 67% 
mostraban la formacion de SLT-H, y un 54 % la 
formacion de SLT-L Las 54 cepas se manifesta- 
ban como hemolfticas, en las que en el 89 % se 
identificaba la hemolisina de EHEC. En bacterias 
E. coli que no pertenecen al serotipo de EHEC, 
el fenotipo de formacion de hemolisina de EHEC 
aparecfa muy escasamente. Por ello, se han en- 
contrado cada vez mas aislamientos de EHEC que 
presentan la caracteristica hemolisina de EHEC 
pero no SLT-I ni SLT-H. 

En H. Schmidt et al. {Infection and Immu- 
nity, 63, 1055-1061, 1995), se describio la hemoh- 
sina codificada en plasmido de E. coli 0157. A la 
hemolisina de EHEC se le atribuye una importan- 
cia clinica, puesto que estaba presente en todas las 
cepas 0157 de E. coli ensayadas. Las hemolisinas 
se describen como importantes factores de viru- 
lencia de las bacterias que pueden originar, entre 
otras, enfermedades extraintestinales, y que pue- 
den reaccionar con diferentes celulas, por ejemplo 
linfocitos, granulocitos, eritrocitos y celulas re- 
nales. Aunque la hemolisina de EHEC presenta 
aproximadamente 70 % de homologia con la alfa- 
hemolisina de otras cepas de E. coli, no tiene lugar 
ninguna neutralizacion cruzada de la hemolisina 
de EHEC mediante anticuerpos frente a la alfa- 
hemolisina. Los pacientes con sindrome uremico 
hemolitico forman anticuerpos especfficos frente 
a la hemolisina de EHEC en su suero. Sin em- 
bargo, estos anticuerpos especfficos, asf como los 
anticuerpos ampliamente extendidos frente a alfa- 
hemolisina, no son manifiestamente capaces de in- 
hibir el SUH o curarlo. 

El cometido de la presente invencion es por 
tanto proporcionar un preparado activo para la 
prevencion del sindrome uremico hemolitico, de 
manera sencilla y a bajo coste, tras infecciones 
por EHEC. 

Este cometido se resuelve segiin la invencion 
utilizando por via oral un preparado de inmuno- 
globulina con un alto contenido de anticuerpos 
frente a la hemolisina de EHEC, como se describe 
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en la reivindicacion 1. 

Sorprendentemente, se ha encontrado asf que 
una administracion oral de anticuerpos frente a 
esta hemolisina de EHEC es capaz de reducir 
5 drasticamente la frecuencia de deposicion de los 
pacientes y de inhibir el desarrollo del SUH. En 
mas del 80 % de los tratamientos podfa compro- 
barse por consiguiente una erradicacion de la he- 
molisina y de las bacterias portadoras del gen de 

10 la hemolisina, de modo que el riesgo de desarrollo 
del SUH tras una infeccion por EHEC se inhibe 
drasticamente. 

A causa de la baja propagacion en seres huma- 
nos de bacterias EHEC, no pueden obtenerse pre- 

15 parados de inmunoglobulina humana polivalentes 
con una actividad suficientemente alt a frente a 
hemolisina de EHEC, y eventualmente frente a 
SLT-H; y la inmunizacion de un gran niimero de 
seres humanos con bacterias EHEC o hemolisina 

20 es cuestionable desde el punto de vista etico. 

Sorprendentemente, sin embargo, en la leche 
o en el calostro de vacas de regiones selecciona- 
das se encuentra un contenido esencialmente alto 
de actividad de anticuerpo frente a hemolisina de 

25 EHEC y frente a las bacterias portadoras del gen 
de la hemolisina de EHEC, que son capaces por 
tanto de neutralizar la toxina o las bacterias por- 
tadoras del gen de la toxina. En la solicitud PCT 
WO 89/10139, se comprueba que el calostro de 

30 mamfferos no inmunizados contiene anticuerpos 
frente a casi el espectro completo de toxinas de 
patogenos intestinales de origen coli. Pero en los 
siguientes anos, se ha demostrado que en el ca- 
lostro de vacas no inmunizadas, frente a algunas 

35 toxinas no estaba presente ningiin anticuerpo o 
solo en el calostro de unas pocas vacas (ejem- 
plo SLT-H), o incluso que un alto tftulo de an- 
ticuerpos encontrado in vitro no era protector in 
vivo (ejemplo SLT-I). Por ello, era sorprendente 

40 la actividad protectora de las inmunoglobulinas 
con actividad anticuerpo frente a la hemolisina 
de EHEC y frente a bacterias portadoras del gen 
de la hemolisina de EHEC. 

Los preparados con un alto tftulo de anticuer- 

45 pos frente a la hemolisina de EHEC pueden ob- 
tenerse especialmente mediante el analisis de do- 
nantes individuales, por ejemplo vacas, y la se- 
leccion de aquellos donantes con un alto contenido 
de anticuerpos frente a la hemolisina de EHEC. 

50 Eventualmente, puede evitarse esta seleccion de 
donantes individuales cuando se reune la leche de 
vacas de rebanos que tienen un alto grado de con- 
tagio con la hemolisina de EHEC, y por tanto que 
presentan altas actividades anticuerpo naturales. 

55 Como alternativa, pueden inmunizarse vacas an- 
tes del parto con hemolisina de EHEC y eventual- 
mente con bacterias que Uevan el gen de la hemo- 
lisina de EHEC, para obtener una alta actividad 
anticuerpo en el calostro o en la leche. Por calos- 

60 tro se entiende en la presente memoria la leche de 
los primeros cinco dfas despues del parto, mien- 
tras que la leche a partir del sexto dfa despues 
del parto se caracteriza como leche. Se tienen 
en cuenta principalmente tambien para la inmu- 

65 nizacion como animales fuente otros mamfferos 
lactantes. A estos pertenecen cabras y ovejas. 

Un preparado de inmunoglobulina segiin la in- 
vencion puede prepararse por ejemplo a partir de 
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calostro bovino. Para ello, se desgrasa el calostro 
y se somete a un calentamiento corto de 20 se- 
gundos a 72°C. El calostro desnatado se ajusta 
a pH 4,4 a 4,7, y se separa la casema preci- 
pitada mediante filtracion o centrifugacion. El 
suero del calostro se concentra mediante ultra- 
filtracion, y a continuacion se esteriliza por fil- 
tracion. Si se utiliza calostro del primer ordefio, 
el preparado contiene una proporcion de inmuno- 
globulina de 70-80 % referida a la protefna total. 
El preparado puede confeccionarse liquido o se- 
carse por pulverizacion o liofilizacion. Como al- 
ternativa, puede aislarse tambien el suero de la 
leche de vaca, como precipita por ejemplo en la 
preparacion de queso, mediante tecnicas croma- 
tograficas, mediante ultrafiltracion/filtracion por 
dialisis o mediante reacciones de precipitacion de 
la fraccion de inmunoglobulina. 

Para aumentar la actividad anticuerpo frente 
a la hemolisina de EHEC, las vacas pueden in- 
munizarse con hemolisina de EHEC, y preferi- 
blemente ademas con antfgenos de superficie de 
bacterias portadoras del gen de la hemolisina 
de EHEC, y de forma especialmente preferida 
ademas con SLT-H. La inmunizacion se realiza 
a este respecto preferiblemente con las toxinas o 
bacterias inactivadas, y puede realizarse por via 
subcutanea en la ubre o intranasal. Para mejorar 
el resultado de la vacunacion, se anade preferi- 
blemente un coadyuvante (por ejemplo Titermax, 
Vertrieb Sa, Serva, Heidelberg) de vacuna. 

El preparado de inmunoglobulina obtenido 
como anteriormente se ha descrito o de otra ma- 
nera conocida (por ejemplo de huevos de gallinas 
inmunizadas) con un alto contenido de anticuer- 
pos frente a la hemolisina de EHEC, se administra 
por via oral en cantidades de 2-50 g/dia en forma 
de un polvo, gragea, comprimido o se disuelve en 
agua, leche u otra carga. 

Preferiblemente, el preparado presenta 
ademas un alto contenido de anticuerpos frente 
a antfgenos de superficie de bacterias portadoras 
del gen de la hemolisina de EHEC, que pueden 
obtenerse como se describe anteriormente. 

Puede ser ademas ventajoso un contenido de 
anticuerpos frente a toxina II de tipo Shiga (SLT- 
11). 

El preparado muestra especialmente el si- 
guiente titulo, referido a una solucion de inmuno- 
globulina con 5 g de contenido de inmunoglo- 
bulina/100 ml: en la inmunotransferencia segiin 
Gunzer et al, {J. Clin. Microbiol, 31 (1993), 
2604-2610) y Schmidt et al. {Infect. Immun., 63, 
(1995), 1055-1061), el titulo de anticuerpo reac- 
tivo frente a la hemolisina de EHEC debe ser > 
1:6400. Un 50% de la actividad hemolitica de la 
hemolisina de EHEC frente a los eritrocitos, segiin 
Bauer et al. {Infect. Immun., 64 (1996), 167- 
175), debe neutralizarse todavfa con una dilucion 
de la solucion de inmunoglobulina > 1:50. El 
titulo de anticuerpos neutralizantes frente a SLT- 



^3 144 T3 6 

H, medido en el ensayo de neutralizacion estandar 
segiin Schmidt et al. {Infect. Immun., 61 (1993), 
534-543) debe ser > 1:800. 

El preparado esta especialmente indicado 
5 para diarreas agudas con sangre y frecuentes, 
acompanadas de dolores de vientre de tipo es- 
pasmodico, especialmente en ninos y personas 
mayores con infeccion por EHEC identificada o 
supuesta, para inhibir el desarroUo posterior del 
10 SUH. 

La invencion se ilustra detalladamente me- 
diante el siguiente ejemplo. 
Ejemplo 

De 36 ninos con infeccion por EHEC identifi- 
es cada, se trataron 18 ninos de 14 dfas de edad cada 
uno 3 veces con 7 g de un preparado de inmuno- 
globulina de calostro con alto contenido de anti- 
cuerpos frente a la hemolisina de EHEC y SLT-H. 
El grupo de control recibio la misma cantidad de 

20 gelatina bovina como placebo. Los pacientes se 
observaron otros 7 dfas. 

El preparado de inmunoglobulina se obtuvo de 
calostro de vacas de un rebano cerrado con alta 
prevalencia de EHEC. Para ello, se desgraso el 

25 primer ordeno de calostro y se sometio a un ca- 
lentamiento corto de 20 segundos a 72°C. El ca- 
lostro desnatado se ajusto a pH 4,5, y se separo la 
caseina precipitada mediante filtracion. El suero 
de calostro se concentro mediante ultracentrifu- 

30 gacion, se esterilizo por filtracion y se liofilizo. El 
preparado contenia una proporcion de inmunoglo- 
bulina de 75%, referida a la protefna total. En 
la inmunotransferencia, pudo identificarse hasta 
una dilucion de 1:12800 de anticuerpos reactivos 

35 frente a la hemolisina de EHEC. Un 50% de la 
actividad hemolitica de la hemolisina de EHEC 
frente a eritrocitos pudo neutralizarse con una 
dilucion 1:100. El contenido de anticuerpos neu- 
tralizantes frente a SLT-H era identificable a una 

40 dilucion de 1:1600. 

Despues de la terminacion del estudio, la fre- 
cuencia media de deposicion en el grupo de tra- 
tamiento era de 1 deposicion al dia. En el grupo 
de placebo, se observaron 3 deposiciones al dia. 

45 En el grupo de tratamiento se encontraron 

bacterias portadoras del gen de la hemolisina de 
EHEC solo en aproximadamente un 11%, en el 
grupo de placebo en cambio, en aproximadamente 
43 % de los pacientes analizados. 

50 En el grupo de tratamiento, no se identifico 

despues de 21 dias ninguna bacteria portadora del 
gen SLT-H, en el grupo de placebo se observaron 
en cambio todavfa estas en 2 de 5 pacientes. 

Con el tratamiento con el preparado de in- 

55 munoglobulina segiin la invencion no se observe 
el SUH. Tanto la eliminacion de las bacterias por- 
tadoras del gen de la hemolisina de EHEC como 
de las portadoras del gen SLT-H, y la reduccion 
significativa acompanada de la frecuencia de de- 

60 posiciones, redujeron drasticamente el riesgo de 
desarrollo del SUH. 
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REIVINDICACIONES 



1. Uso de preparados de inmunoglobulina con 
un contenido de anticuerpos frente a la hemoli- 
sina de EHEC segiin un titulo de > 1:6400 de 
una solucion de 5 g de inmunoglobulina por 100 
ml de solucion de inmunoglobulina, para la pre- 
paracion de un medicamento de uso oral para la 
prevencion del sfndrome uremico hemolitico tras 
infeccion por EHEC. 

2. Uso de preparados de inmunoglobulina 
segiin la reivindicacion 1, caracterizado por- 
que el preparado de inmunoglobulina presenta 
ademas un alto contenido de anticuerpos frente 
a antigenos de superficie de bacterias portadoras 
del gen de la hemolisina de EHEC. 

3. Uso de preparados de inmunoglobulina 
segiin la reivindicacion 16 2, caracterizado por- 
que el preparado de inmunoglobulina presenta 
ademas un contenido de anticuerpos frente a la 
toxina H de tipo Shiga segiin un titulo de > 1:800 
de una solucion de 5 g de inmunoglobulina por 100 
ml de solucion de inmunoglobulina. 

4. Uso de preparados de inmunoglobulina 
segiin las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado 
porque el preparado presenta el titulo de anti- 
cuerpos mediante analisis y seleccion de donantes 
individuales. 

5. Uso de preparados de inmunoglobulina 



segiin las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado 
porque el preparado presenta el titulo de anticuer- 
pos mediante la inmunizacion de donantes indivi- 
duales. 

6. Uso de preparados de inmunoglobulina 
segiin las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado 
porque el preparado de inmunoglobulina se ob- 
tiene de la leche o el calostro de mamiferos lac- 
tantes. 

7. Uso de los preparados de inmunoglobulina 
segiin las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado 
porque el preparado de inmunoglobulina se ob- 
tiene de la leche o el calostro de vacunos. 

8. Preparado de inmunoglobulina que puede 
obtenerse a partir de leche o calostro de 
mamiferos lactantes, caracterizado porque pre- 
senta un contenido de anticuerpos frente a la he- 
molisina de EHEC segiin un titulo de > 1:6400 de 
una solucion de 5 g de inmunoglobulina por 100 
ml de solucion de inmunoglobulina. 

9. Preparado de inmunoglobulina segiin la 
reivindicacion 8, caracterizado porque presenta 
ademas un alto contenido de anticuerpos frente 
a antigenos de superficie de bacterias portadoras 
del gen de la hemolisina de EHEC. 

10. Preparado de inmunoglobulina segiin 
la reivindicacion 8 6 9, caracterizado porque 
puede obtenerse a partir de leche o calostro de 



NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva 
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro- 
peas (CPE) y a la Disposicion Transitoria del RD 
2424/1986, de 10 de octubre, relative a la aplicacion 
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro- 
peas que designen a Espafia y solicitadas antes del 
7-10-1992, no produciran ningiin efecto en Espafia 
en la medida en que confieran proteccion a produc- 
tos qm'micos y farmaceuticos como tales. 
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